Buenos Aires, 31 de Octubre de 1996

Visto el Expediente N° 41695/96 del Registro del SERVICIO NACIONAL DE
SANIDAD ANIMAL, en el cual, la GERENCIA DE LUCHAS SANITARIAS, propone
dictar normas de procedimientos para el control y la vigilancia epidemiolégica de la

enfermedad de Newcastle vy,

CONSIDERANDO:

Que es necesario, que la Republica Argentina adopte oficialmente una
definicién de la enfermedad de Newcastle, a fin de armonizar conceptos sobre la
misma acordes con los enunciados por la Oficina Internacional de Epizootias (OIE).

Que por Decreto N° 254/67, la enfermedad de Newcastle ha sido incorporada
al Articulo 6° del Reglamento General de Policia Sanitaria de los Animales y por tanto
su denuncia es obligatoria.

Que es necesario establecer medidas de control a nivel Nacional que deberan
ser adoptadas en casos en que se presenten brotes de la enfermedad, a fin de
asegurar el desarrollo de la produccion avicola y contribuir a la proteccion de la salud
animal en el pais.

Que los brotes de la enfermedad de Newcastle pueden adquirir rapidamente un
caracter epizootico y provocar altos niveles de mortandad y por tanto comprometer
seriamente la productividad y rentabilidad de las explotaciones avicolas.

Que en los casos en que se detecten brotes de la enfermedad es factible tomar
medidas estrictas que resulten eficaces para evitar su propagacion.

Que el diagndstico de la enfermedad de Newcastle debe efectuarse mediante

técnicas establecidas internacionalmente, acordadas y reconocidas a nivel oficial, a



fin de compatibilizar sus resultados en todo el territorio Nacional.

Que es responsabilidad de este SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL,
establecer medidas de control de las enfermedades de las aves, contribuyendo asi al
desarrollo de la produccion y garantizar la sanidad de los productos y subproductos
avicolas que de esta manera podran acceder a nuevos mercados del mundo.

Que la Comision Nacional de Sanidad Avicola ha tomado la intervencién que
le compete no encontrando restricciones a la aplicacion de la norma que se propicia.

Que la SUBGERENCIA DE ASUNTOS JURIDICOS, ha dictaminado al
respecto no encontrando reparos de orden legal alguno.

Que el suscripto es competente, para resolver en esta instancia, en virtud de
las facultades conferidas por el Articulo 33° del Anexo | del Decreto N° 1.553 del 12

de agosto de 1991, reglamentario de la Ley N° 23.899.

Por ello,

EL ADMINISTRADOR GENERAL DEL
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL

RESUELVE

ARTICULO 1°: La REPUBLICA ARGENTINA adopta la siguiente definicion de la
enfermedad de Newcastle (ENC): " Enfermedad de

las aves de corral, producida por cualquier cepa aviaria del Paramixovirus 1, con un
Indice de Patogenicidad Intracerebral (IPIC) superior a 0.7 en pollos de un dia de
edad."

ARTICULO 2°: Los profesionales veterinarios, o personas responsables o



encargadas de cualquier explotacion avicola, industrial o doméstica, que detecte en
las aves a su cargo signos de enfermedad de Newcastle o resultados de laboratorio
compatibles con la misma, debera obligatoriamente y en forma inmediata realizar la
denuncia al SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL.

ARTICULO 3°: Las denuncias que se mencionan en el Articulo precedente, seran
recepcionadas en las oficinas locales de la GERENCIA DE LUCHAS SANITARIAS
mas préxima al establecimiento o en forma telefénica, u otra a la sede Central del
SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL.

ARTICULO 4°: Ante la denuncia de un foco de la enfermedad de Newcastle o
sospecha de la misma en uno o mas establecimientos avicolas, el SERVICIO
NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL, pondra la explotacidn bajo vigilancia oficial, a fin
de garantizar que se adopten las acciones preventivas y profilacticas que permitan
revertir la situacion sanitaria.

ARTICULO 5°: EI SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL en virtud de lo
establecido en el Articulo precedente, tomara o hara que se tomen las siguientes
medidas:

a) Censo de todas las aves del establecimiento detallando niumero de aves muertas,
numero de aves con sintomas clinicos y evolucién de estos datos en el periodo de
vigilancia.

b) Toma de muestras y envio al laboratorio, en la forma y con las indicaciones que se
detallan en el Anexo | de la presente Resolucién.

c) Aislamiento de todas las aves garantizando que no tomen contacto con otras aves.
d) Prohibicion de ingreso de nuevas aves y salida de las que se encuentren en el
establecimiento.

e) Todos los movimientos de personas, animales, vehiculos, cadaveres de aves,

residuos, guano. implementos alimentos o cualquier otro elemento capaz de



transmitir la enfermedad, estara subordinado a la autorizacién del SERVICIO
NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL o a la de las personas que este Servicio designe.
Solamente se autorizara la salida de huevos para consumo, si los mismos se
destinan directamente a un establecimiento procesador de ovoproductos (huevo
liquido o deshidratado).

f) Que se realice la investigacion epidemioldgica correspondiente de acuerdo a lo
establecido en el Articulo 8° de la presente resolucién.

g) Desinfeccion de las entradas y salidas del establecimiento y de las instalaciones
gue se encuentran en el mismo.

ARTICULO 6°: Las medidas previstas en el Articulo precedente podran hacerse
extensivas a otras explotaciones vecinas si por su ubicacién geografica o contacto y
movimiento de personas se sospeche de posible contaminacion.

ARTICULO 7°: Si se confirma por las pruebas de laboratorio, el diagnéstico de
enfermedad de Newcastle , el SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL
garantizara que se adopten las siguientes medidas:

A) Delimitacion de una "zona de foco" o "zona de proteccion” de un radio minimo de
cinco (5) Km rodeada de una "zona perifocal" 0 "zona de vigilancia" de un minimo de
diez (10) Km de radio.

B) Sacrificio in situ de todas las aves afectadas del establecimiento y destruccién de
los cadaveres y huevos. Estas operaciones se realizaran limitando al maximo el
riesgo de propagacion de la enfermedad, de conformidad a lo establecido en el
Anexo Il de la presente Resolucion.

C) Limpieza y desinfeccion de instalaciones y sus alrededores, implementos,
vehiculos de transporte y de todo material que pueda estar contaminado de acuerdo
a lo que se establece en el Anexo lll de la presente Resolucion.

D) Después de efectivizadas las operaciones indicadas en A, B, y C, la interposicion



de un periodo de descanso o espera de veintiun (21) dias como minimo antes de
volver a introducir aves en el establecimiento.

E) En la "zona de foco" o de proteccién se aplicaran las siguientes medidas:

e.1. Localizacion de todas las explotaciones avicolas de la zona.

e.2. Visitas y examen clinico y o de laboratorio si fuera necesario a todos los
establecimientos, registrando resultados de las mismas.

e.3. Desinfeccién apropiada de todos los lugares de salida y entrada de esos

establecimientos.

e.4. Control del transito dentro de la zona de aves, personas que trabajen
con las mismas, vehiculos de transporte, cadaveres, huevos.

e.5. Los movimientos de aves para su sacrificio al matadero, de pollitos
de un dia, de huevos para incubar o para consumo, podran realizarse
unicamente con autorizacién del Veterinario Oficial o de la persona
que el SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL designe.

e.6. En caso de transporte para sacrificio, el Veterinario Oficial responsable del
establecimiento de faena debera estar advertido de la llegada de esas aves
para proceder a un sacrificio apartado de otras aves y para la identificacion
de la carne procedente de las mismas.

e.7. Los pollitos de un (1)dia o huevos para incubacién podran ser
transportados de preferencia a un estable- cimiento o planta de incubacion
dentro de la zona de foco o perifocal, o de lo contrario a un establecimiento

con control Oficial.

e.8. Los huevos para consumo podran ser transportados preferiblemente a
un establecimiento elaborador de ovoproductos, o bien deberan ser
identificados para su comercializacién dentro de la zona de foco o

perifocal, o en otra zona previa desinfeccion de los mismos.



e.9. No habiéndose registrado otras novedades , las medidas de la zona focal
o de proteccion se mantendran durante veintiun (21) dias como minimo a partir
del dia en que se realizaron las tareas de desinfeccion en el
establecimiento.

F) En la "zona perifocal" o de vigilancia se dispondran las siguientes medidas:

f.1. Localizacién de las explotaciones avicolas de la zona

f.2. Control de los desplazamiento de aves y huevos para incubar dentro de
la zona.

f.3. Las aves destinadas a faena o los huevos para incubar si son
transportados fuera de la zona perifocal, deberan declarar al establecimiento
que se destinan el cual recibira Control Veterinario Oficial.

f.4. De no haberse registrado novedades en la zona, las medidas que
anteceden se mantendran durante 30 dias después de haberse realizado las
tareas de desinfeccién en los establecimientos infectados.

G) Tanto en la zona focal como en la perifocal, estara prohibido la realizacion de
ferias o exposiciones, el transporte de guano, desperdicios e implementos usados de
galpones fuera de las zonas circunscriptas.

ARTICULO 8°: La investigacién epidemioldgica estudiara los siguientes aspectos: -
Estimacién del periodo de tiempo de la presencia de la enfermedad de Newcastle en
la explotacion.-Posibles origenes de la enfermedad en otras aves de corral o
silvestres o en cautividad, asi como aquellos que hayan podido contaminarse a partir
del foco. -Movimientos de personas, vehiculos, carne, cadaveres, guano, etc que
hubieran podido introducir la enfermedad en el establecimiento.

ARTICULO 9°: ElI SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL podra disponer la
puesta en marcha de un plan de vacunacion de las aves de corral, cuestionadas y de

urgencia, en explotaciones



no sometidas a las restricciones establecidas en el Articulo 4° de la presente
Resolucion.

ARTICULO 10°: ElI SERVICIO NACIONAL DE SANIDAD ANIMAL, podra disponer
desde el principio la formacién de una Comisién Técnica, constituida por
profesionales veterinarios de organismos oficiales o privados destinada a coordinar
las medidas de vigilancia y control del brote que se establecen en la presente
Resolucion.

ARTICULO 11°: Los infractores a la presente Resolucion, seran pasibles de ser
sancionados de acuerdo a lo establecido en la Ley 23899 y 24305.

ARTICULO 12°: Comuniquese, publiquese, dése a la Direccién Nacional del Registro

Oficial, y archivese.

RESOLUCION N°: 683/96



RESOLUCION N°683/96 ANEXO llI
PROCEDIMIENTO DE LIMPIEZA Y DESINFECCION DE UNA

EXPLOTACION AVICOLA INFECTADA
1era Limpieza y desinfeccion:

a) Una vez extraidos los cadaveres y restos de alimentos o materia organica para su
eliminacion, se rociaran todas las superficies con las que hayan estado en contacto o
cercanas a los mismos, con desinfectantes autorizados por el SENASA. El
desinfectante debera permanecer durante 24 hs como minimo.
2da Limpieza y desinfeccion:

a) Se realizara una limpieza profunda con un producto desengrasante y agua.

b) Se rociara nuevamente con desinfectante indicado, todas las superficies tratadas,
y se dejaran transcurrir 7 dias.

c) Se realizara nuevamente otra limpieza profunda con un producto desengrasante y
abundante agua.

d) Los implementos, bebederos, comederos, jaulas, nidos,etc. deberan tratarse en
forma similar con especial atencién al uso de agua caliente o sopleteado que supere

los 70°C. Se ubicaran en un lugar apartado y cubierto al amparo de otros animales o
aves durante por lo menos 42 dias.

Los desagles y conductos de evacuacion se llenaran con desinfectantes
concentrados.

El personal que conforma el equipo de limpieza y desinfeccion debera ser provisto de
ropa protectora adecuada, en lo posible descartable y toda la ropa y calzado debera
ser limpiada y desinfectada al terminar el operativo y ser provisto de ropa y calzado

limpio para salir del establecimiento.



RESOLUCION N°683/96 ANEXO I

APLICACION DEL RIFLE SANITARIO O MATANZA EN UNA
EXPLOTACION AVICOLA INFECTADA.
A. El sacrificio de las aves se realizara dentro de la misma explotacién infectada o lo
mas cerca posible, preferentemente en horas de luz adecuada.
B. Se debera evitar que se escapen animales.
C. Primero se sacrificaran todas aquellas aves que presentaban signos clinicos y
luego las que no presentaron signos clinicos pero que estuvieron en contacto
riesgoso con las otras.
D. La técnica de eutanasia sera acordada con el personal técnico del
establecimiento, de acuerdo a las posibilidades practicas que se presenten.
E. Los restos seran cubiertos por desinfectantes adecuados, protegidos de animales
predadores, para luego poder ser destruidos. Toda la ropa y calzado de los operarios
debera ser dejada en el lugar del foco hasta su limpieza y desinfeccion.
ELIMINACION DE LOS CADAVERES Y O MATERIALES Y RESIDUOS
Para la eliminacion de las carcazas, visceras, estiércol, y alimentos, se podra realizar
el a) entierro o b) incineracion.
a) Los lugares para el entierro deberan contar con la aprobacion de los reglamentos
locales y oficiales encargados de la proteccidén del medio ambiente.
Las fosas de entierro deberan ser calculadas con una profundidad suficiente para
permitir ser recubiertas con un metro de tierra.
No se aplicara cal a las carcazas salvo que el suelo sea muy humedo. No se
asentara la tierra al recubrir la fosa.
b) Se recurrira a la incineracién cuando no se pueda realizar el entierro. Se debera
considerar la topografia del lugar, direccion de los vientos presencia de instalaciones

u objetos de facil combustidn, disponibilidad de combustible y materiales que ayuden



a la combustién, aprobacién de los organismos oficiales encargados de la proteccién

del medio ambiente, disponibilidad de agua o material contra incendio.



RESOLUCION N°683/96 ANEXO |

INVESTIGACION DE ENFERMEDAD DE NEWCASTLE
TOMA DE MUESTRAS Y TRATAMIENTO DE LAS MISMAS

1. Muestras

Hisopados de cloaca o materias fecales e hisopados traqueales de aves enfermas;
materias fecales o contenido intestinal, tejido cerebral, traquea, pulmones, higado, bazo

y otros érganos manifiestamente afectados procedentes de aves recién muertas

2. Tratamiento de las muestras

Aunque los 6rganos vy los tejidos mencionados en el punto 1 pueden mezclarse, las
materias fecales deberan tratarse por separado. Se sumergiran completamente los
hisopados en una cantidad suficiente de medio con antibiéticos. A su vez las muestras
de materias fecales y de 6rganos deberan homogeneizarse (en un mezclador cerrado o
utilizando un mortero y arena esterilizada) en un medio con antibiéticos para convertirlas
en suspensiones en ese medio al 10-20% p/v. Posteriormente, esas suspensiones se
dejaran a temperatura ambiente durante 2 horas aproximadamente(o durante mas
tiempo a una temperatura de 4°C) y se clarificaran por centrifugacion (por ejemplo, de

800 a 1000g durante 10 minutos).

3. Medio con antibibticos

Para las muestras de materias fecales es necesaria una fuerte concentracién de



antibidticos; asi, una mezcla tipica es la siguiente: 10.000 U/ml de Penicilina, 10mg./ml
de Estreptomicina, 0.25mg/ ml de Gentamicina y 5000U/ml de Micostatina en una
solucion salina amortiguadora de fosfato. Estos niveles pueden reducirse hasta 5 veces
cuando se trabaje con tejidos e hisopados traqueales. Para evitar el crecimiento de
Chlamydia, pueden afadirse 50 mg/ml de Oxitetraciclina. Al elaborar el medio es
imprescindible comprobar el pH después de anadir los antibioticos y corregirlo hasta que

fluctie entre 7,0y 7,4.

AISLAMIENTO DEL VIRUS

Aislamiento del virus en huevos embrionados de gallina

Debera inocularse dosis de 0,1 a 0,2 ml del liquido sobrenadante clarificado dentro de la
cavidad alantoidea de al menos 4 huevos embrionados de gallina que hallan sido
incubados de 8 a 10 dias. Es preferible que los huevos procedan de una parvada exenta
de patdgenos especificos (SPF), aunque si ello no fuera posible, podran utilizarse
huevos de una parvada exenta de anticuerpos del virus de la Enfermedad de Newcastle.
Los huevos inoculados deberan mantenerse a 37° C y se examinaran a trasluz
diariamente. Los huevos que contengan embriones muertos o moribundos seran
refrigerados a 4°C a medida que se valgan comprobando. Los demas lo seran a la
misma temperatura 6 dias después de la inoculacién. Las muertes embrionarias
ocurridas dentro de las primeras 24 hs después de la inoculacion, deberan descartarse.
Los fluidos alantoideos o amnidticos se someteran ademas a la prueba de
Hemoaglutinacién. Sila prueba de Hemaglutinacion resultase negativa, debera repetirse
el procedimiento anterior utilizando fluido alantoideo o amnidtico no diluido como

in6culo.



Cuando la Hemaglutinacion sea positiva, debera descartarse la posible presencia de
bacterias mediante la realizacion de un cultivo. Si se confirma la presencia de bacterias,
podran filtrarse los fluidos con un filtro de membrana de 450nm, afadirse mas

antibiotico e inocularse en huevos embrionados como ya se explicd anteriormente.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

1.Diferenciacion Preliminar

Como es fundamental que se adopten, lo antes posible, medidas provisionales para
limitar la extensién de la enfermedad de Newcastle, los fluidos hemoaglutinantes
deberan someterse a las pruebas de inhibicion de la Hemoaglutinacion, descritas en el
punto 2 . Una inhibicion positiva, es decir de 2* 0 mas, con antisuero policlonal
especifico para el virus de la enfermedad de Newcastle (con un titulo conocido de al
menos 27, se considerara una identificacion preliminar suficiente para imponer medidas

provisionales para la lucha contra la enfermedad.

2.Confirmacion

La presencia del virus de la enfermedad de Newcastle volvera a confirmarse por
inhibicion de la hemoaglutinacion con antisueros de gallina monoespecificos. Todo el
material positivo debera someterse a la prueba del Indice de Patogenicidad Intracerebral
. Los indices de patogenicidad superiores a 0,7 indicaran que la presencia del virus
exige de la aplicacidén de todas las medidas de lucha contra la enfermedad.

Dado que a menudo pueden aislarse vivas las cepas utilizadas en vacunas, y a fin de

que las mismas puedan identificarse con rapidez, el laboratorio del SENASA procurara



obtener esos anticuerpos monoclonales y facilitarselos a los laboratorios de la red para

que puedan confirmar el aislamiento de los virus vacunales por pruebas sencillas de HI.

PRUEBAS RAPIDAS PARA DETECTAR ANTICUERPOS DE LA
ENFERMEDAD DE NEWCASTLE

1. Deteccidén de anticuerpos en aves no vacunadas

La mayoria de los laboratorios que efectuan diagnoésticos de la enfermedad de
Newcastle conocen la prueba de la inhibicion de la hemoaglutinacién. Las
recomendaciones que siguen se refieren a esta prueba para la medicion de anticuerpos
del virus. No obstante la prueba de inmunoadsorcién con enzimas (ELISA) da buenos

resultados cuando se la utiliza para detectar los anticuerpos del virus.

2. Muestras

Deberan tomarse muestras de sangre de todas las aves cuando la parvada esté
compuesta de menos de 20 animales y muestras de 20 aves cuando la manada sea
mayor (de este modo, la probabilidad de detectar al menos un suero positivo, sera de
99% si el 25% o mas de la parvada es positivo, independientemente del tamafo de
ésta). Debera dejarse que la sangre coagule y se extraera el suero para la prueba.

3. Examen de los anticuerpos

Se probara la capacidad de las muestras individuales de suero para inhibir el antigeno
hemoaglutinante del virus de la enfermedad de Newcastle en pruebas estandar de Hl de

acuerdo con lo descripto en el punto



Como las opiniones difieren en cuanto a la utilizacion de 4 u 8 unidades de
hemoaglutinacion en la prueba de HI, y al parecer ambas dosis son validas, se deja al
arbitrio de los laboratorios. Tengasé en cuenta, sin embargo, que del antigeno utilizado
dependera el nivel en el que un suero sea considerado positivo: con 4 unidades de
hemoaglutinina, un suero se considerara positivo cuando presente un titulo superior o

igual a 2* mientras que con 8 unidades el titulo debera ser igual o mayor a 28,

PRUEBA DE HEMOAGLUTINACION (HA)

Reactivos

a) Solucion salina isoténica amortiguadora de fosfato (0,05 M)de  pH 7,0 a7,4.

b) Hematies extraidos de un minimo de 3 gallinas exentas de patégenos especificos (a
falta de éstas, podra utilizarse sangre de aves que hallan estado bajo control regular y
que estén exentas de anticuerpos del virus de la enfermedad de Newcastle), reunidos y
mezclados a partes iguales con solucion de Alsever. Antes de utilizarlos, los hematies
deberan lavarse 3 veces en la solucién salina isotonica amortiguadora de fosfato. Para

la prueba se recomienda una suspension en dicha solucién al 1%.

c) se recomienda la utilizacion como antigeno estandar de la cepa de virus de la

enfermedad de Newcastle cepa La Sota.

Procedimiento

a) Distribuir 0,025 ml de solucién salina isotonica amortiguadora  de fosfato (0,05 M)

deph7,0a74.



b) Introducir 0,025 ml de suspensién de virus( es decir fluido alantoideo) en el
primer pocillo.
c) Utilizar una micropipeta para hacer microdiluciones del virus  a la mitad (de 1:2 a
1:4 096) en toda la placa.
d) Distribuir otros 0,025 ml de solucion salina isotonica amortiguadora de fosfato
en cada pocillo.
e) Aidadir 0,025 ml de una suspension al 1% de hematies a cada

pocillo.
f) Homogeneizar golpeando ligeramente la placa y refrigerarlaa  4°C.
g) Leer las placas después de 30 o 40 minutos, cuando se hayan  sedimentado los
controles. La lectura se efectuara inclinando la placa y observando la presencia o
ausencia de un movimiento de los hematies en forma de lagrima. Los pocillos en los
que no se haya producido la hemoaglutinacién deberan presentar un  movimiento
similar al de los pocillos de control que no tengan  virus.
h) El titulo de hemoaglutinacion sera la mayor dilucidon que produzca la aglutinacion
de los hematies. Puede considerarse que tal dilucién contiene el titulo de
hemoaglutinacion. Otro método mas preciso para determinar el titulo de hemoaglu-

tinacion consiste en realizar pruebas de hemoaglutinacion con  virus en una gama
de diluciones iniciales muy cercanas entre si por ejemplo, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, etc. Este
método se recomienda para preparar con gran precision antigeno para la

prueba de Inhibicion de la Hemoaglutinacion.

PRUEBA DE INHIBICION DE LA HEMOAGLUTINACION (HI)

Reactivos



a) Solucion Salina Isotonica amortiguadora de fosfato.

b) Fluido alantoideo que contenga el virus, diluido con solucion salina iosotonica
amortiguadora de fosfato hasta que contenga 4 u 8 unidades de hemoaglutinacién por
cada 0,025 ml.

c) Suspensién de hematies de gallina al 1%.

d) Suero de gallina de control negativo.

e) Suero de control positivo.

Procedimiento

a) Distribuir 0,025 ml de solucién salina isotonica amortiguadora de fosfato en cada uno
de los pocillos de una placa de microtitulacion de plastico (utilizar pocillos de fondo en
V).

b)Introducir 0,025 ml de suero en el primer pocillo de la placa.

c) Utilizar una micropipeta para hacer diluciones a la mitad del suero en toda la placa.
d) Anadir 0,025 ml de fluido alantoideo diluido que contenga 4 u 8 unidades de
hemoaglutinacion.

e) Homogeneizar golpeando ligeramente la placa y refrigerarla a

4°C al menos durante 60 minutos o dejarla a temperatura ambiente durante 30 minutos

como minimo.

f) Afadir 0,025 de suspension de hematies al 1 % a todos los posillos.

g) Homogeneizar golpeando ligeramente la placa y refrigerarla a 4°C.

h) Leer las placas después de 30 a 40 minutos, cuando se hayan sedimentado los
hematies de control. La lectura se efectuara inclinando las placas y observando la

presencia o ausencia de un movimiento en forma de lagrima similar al de los pocillos de



control que contengan hematies (0,025 ml) y solucién salina isotonica amortiguadora de
fosfato (0,05 ml)solamente.

i) El titulo de Inhibicion de la Hemoaglutinacion sera la mayor dilucién del antisuero que
produzca una inhibicion completa de 4 u 8 unidades de virus (en todas las pruebas
debera incluirse una titulacion de hemoaglutinacion para confirmar la presencia de las
unidades de hemoaglutinacién necesarias.

j) La validez de los resultados dependera de la obtencion de un titulo de menos de 2°
para 4 unidades de hemoaglutinacion o de 2? para 8 unidades de hemoaglutinacion con
el suero de control negativo y de un titulo de dilucién inmediatamente superior o

inmediatamente inferior al titulo conocido del suero de control positivo.

INDICE DE PATOGENICIDAD INTRACEREBRAL (ICPI)

1. Diluir a 1:10 fluido alantoideo recogido e infeccioso (el titulo de hemoaglutinacion
debera ser superior a 2* ) en un fluido fisioldgico estéril (no podra utilizarse antibioticos).
2. Inyectar en el cerebro de cada uno de 10 pollitos (Libres de Patégenos especificos
SPF) de un dia de edad es decir (24 horas y 40 horas después de salir del huevo) 0,05
ml de virus diluido.

3. Examinar las aves cada 24 horas durante 8 dias.

4. Clasificar las aves en cada examen de acuerdo al siguiente puntaje: 0=normal,

1=enferma, 3=muerta. Calcular el indice del  siguiente modo:

SiNTOMA DiAS DESPUES DE LA INOCULACION (N°DE

AVES)




CLiNICO 1 2 3 4 5 6 7 8 ToTAL
NORMAL 10 4 0 0 0 0 0 0 4x10
ENFERMA 0 6 10 4 0 0 0 0 20x1
MUERTA 0 0 0 6 10 10 10 10 46x2
ToTtAL=11
2
El indice sera :el puntaje medio por ave y por observacion=112/80=1.4

TIEMPO MEDIO DE MUERTE CON DOSIS LETAL MiNIMA
(TMM - DLM)

1. Diluir virus de 10" a 107™"°

2. Inocular 6 embriones con cada dilucién, comenzando por 10-6. La dosis fue de 0,1
ml por embrién en la cavidad alantoidea

3. Observar cada 8 horas

(La DLM es la dilucion mas alta en la que mueren todos los embriones del grupo)

Ejemplo de calculo y lectura

Dilucion Horas después de la inoculaciéon 24 % de

del



virus 3240 48 56 64 72 80 88 96 mortalidad
-10 000O0O0OOOO0OOD O 0
-9 0000O0OO0OOODO 0
-8 000O0O0O300O0O0OTD O 50 DL50= 8
-7 0001131 --- 100DLM =
-6 00132 ----- 7

100

Suma de horas con DLM= (1x48) + (1x56) + (3x64) + (1x72)

TMM con DLM= Suma de horas = 368 = 61 Horas

48 + 56 + 192 + 72

368 (suma de horas)

N° de embriones 6










